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KRE (ELISA)” 是 在 缆 光 抗体 和 组 织 化 学 的 基础 上 将 抗原 一 一 抗体 的 免疫 反应 同 酶 的 高 效 催 
化 作用 有 机 地 结合 起 来 而 形成 的 一 种 新 技术 。 在 不 破坏 酶 活性 和 免疫 球 蛋白 的 免疫 反应 的 情况 下 ， 酶 
分 子 和 免疫 球 蛋 白 共 价 结合 形成 标记 抗体 , 成 为 保持 免疫 学 与 生物 化 学 活性 的 指示 剂 。 这 种 措 东 剂 与 
待 检 物 呈 特 异性 结合 , 借助 于 酶 对 底 物 的 作用 而 产生 可 见 的 不 溶性 反应 产物 。 免疫 酶 法 不 仅 能 在 光学 
显微镜 下 进行 细胞 水 平 上 的 抗原 .抗体 的 定位 研究 , 而 且 可 用 电子 显微镜 在 分 子 水 平 上 进行 抗原 、 抗体 
超 微 结构 的 观察 。 本 文 试图 应 用 ELSA 对 昆虫 核 型 多 和 角 体 病毒 进行 检测 ,并 且 在 研究 昆虫 病毒 的 感染 
机 制 方面 作出 病原 定位 。 


材料 与 方法 

一 、 病 窒 抗 原 及 其 相应 抗 血 清 的 制备 

所 用 油 桐 尺 虹 〈Buzwra suppressaria) KAS BEKE HREM: KR (Bombyx mori) 核 型 多 
角 体 由 广东 省 乔 业 研究 所 供给 。 将 病 虫 尸 体 加 水 麻 碎 ,纱布 过 滤 后 ,低速 离心 弈 沉渣 。 上 清 被 3,000 حنم‎ 
离心 30 分 钟 ,沉淀 用 蒸馏 水 ,生理 盐水 及 PBS 反复 交替 洗涤 数 次 ， 然后 在 4096 和 60%(W/W) REH Eê 
度 溶液 中 8,000 ع‎ 4C 离心 30 分 钟 , 多 角 体 在 4096 和 6096 莽 糖 之 间 形 成 一 条 区 带 , 用 燕 馏 水 洗涤 2 
次 得 到 纯净 的 核 型 多 角 体 。 

取 纯 净 多 角 体 约 100 毫克 悬浮 于 3 毫升 蒸馏 术 中 ,加 等 体积 0,05M Nazcos + 0.1636 NaCl 1 
ZE 3050 水 浴 中 保温 10 分 钟 ， 立 即 加 到 40%、55% 莽 糖 梯度 溶液 的 上 部 ， 在 354518-75 型 离心 机 上 
60,000 8 离心 30 分 钟 ,收集 40% 和 55% 辫 糖 深 流 之 间 形 成 的 白色 区 带 。 吸 取 此 区 带 悬 浮 于 蒸馏 水 中 
可 Lyphogel 反复 浓缩 2 一 3 次 后 ,在 pH7.4 0.01M PBS 中 平衡 ， 经 电镜 检查 为 均一 的 核 型 多 角 体 病 
2 (NPv)** (图 版 1:1)。 以 此 病毒 抗原 免疫 豚鼠 , 制 得 相应 抗 血清 。 

二 、 第 二 抗体 的 制备 及 纯化 

1+ RE HEK MEZ 56 "0. 30 分 钟 灭 活 以 破坏 补体 , 先 在 PH7 و4.‎ 0.01M PES 中 透析 过 夜 , 8 
通过 PDEAE-Sephadex A-50 层 析 柱 , 柱 床 1.5 Xx 40cm, 流速 0.5 毫升 /分 ,用 pH7.4, 0.01M PBS 洗 脱 ， 
合并 浓缩 第 一 蛋白 峰 , 经 菜 丙 烯 酰胺 阅 盘 电泳 测定 ;在 “区 内 呈现 一 条 区 带 , 即 为 豚鼠 IgG。 用 纯化 的 豚 
ا‎ EG 免疫 正常 家 免 以 获得 兔 抗 豚 饼 BG 抗体 ， 家 免 在 免疫 前 经 凉 风 扩 散 试验 检查 证 明 与 豚鼠 血清 
无 交叉 反应 者 ， 于 两 胭 窜 淋 巴结 内 注射 含 等 量 弗 氏 完全 体 剂 之 纯化 豚鼠 IgG 最 后 一 次 加 强 免疫 后 两 周 
放血 。 免 抗 豚鼠 18 血清 的 纯化 按 豚鼠 lC 提取 的 同一 方法 进行 。 合并 具有 抗体 活性 之 洗 脱 液 ， 浓 缩 
后 用 紫外 分 光 光 度 计 测定 蛋白 质 含量 ， 聚 丙烯 酰胺 餐 胶 电泳 检查 符合 纯度 要 求 ， 即 为 纯化 之 兔 流 豚 怕 
IgG 抗体 。 


本 文 于 1980 年 12 月 收 到 。 

本 文 承 蓝 萍 章 同志 提供 培养 细胞 ,本 所 电镜 室 摄 制 照 片 , 特 此 致谢 。 
* ELISA 为 enzyme linked immunosorbent assay 的 简写 ,译作 免疫 酶 法 。 
عع‎ NPV 为 Nuclear Polyhedrosis Virus 核 型 多 角 体 简称 。 
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SE. MH MILE | 即 Peroxidase ( horse radish)! 标记 免 抗 肪 万 lgG 

基本 上 按照 北京 市 神经 外 科研 究 所 (1978) 标记 马 抗 人 lge 的 方法 进行 。 用 上 海 生化 所 生产 的 辣 
根 过 氧化 物 酶 RZ 2, 5 一 3。5 毫克 辣 根 过 策 化 物 酶 溶 于 1 毫升 pH8.1, 0.3M NaHCO, 中 加 入 0.1 毫 
升 1% 握 二 硝 基 茶 , 于 有 暗 处 电磁 搅拌 1 小 时 后 加 入 1 毫升 0.06M 过 碘 酸 钠 继 续 搅 拌 半 小 时 ， 然 后 加 ١ 
毫升 0.16M 乙 二 醇 在 室温 轻 轻 搅拌 1 小时。 在 pH9.5，0.01M 碳酸 其 缓冲 波 中 透析 过 谷 。 再 加 入 
5 毫克 兔 抗 豚鼠 IgG 室温 暗 处 搅拌 3 小 时 。 加 入 了 毫克 NaBH, 置 4C 下 3 小 了 时, 在 PH7.4, 0.01M 
PBS 中 透析 过 夜 。 然 后 小 量 分 装 , 加 等 量 60% 甘油 保存 于 4C 备用 。 每 制备 一 批 酶 标 抗 体 均 作 活性 测 
定 , 邯 用 琼脂 双 扩 散 试 验 检 查 特 异性 沉淀 带 , 以 酶 底 物 染色 呈现 阳性 反应 者 为 有 活性 之 酶 标 抗体 。 

KA E KECE: 

1.3-3 二 氨基 联 荣 胺 (DAB) 75 25 8855 100 BF 27م‎ .4,0.05M Tris-HCl 组 冲 液 中 ， 室 温 避 光 
搅拌 3 小 肝 后 置 冰 箱 备用 。 用 前 滤纸 过 滤 。 每 10 毫升 滤液 中 加 0.3 HO, 0.1 毫升 产生 棕 黄 色 反 应 
为 阳性 。 

2. 邻 茶 二 胺 40 毫克 溶 于 100 毫升 符 样 酸 盐 缓 冲 疫 (PH5.0) 中 ,用 时 加 入 3096 Hi0.0.15 BF, 
产生 楼 黄色 反应 物 为 阳性 反应 。 

四 、 试 验方 法 

1. ELISA XA RHE NPV 作 定 量 检查 

(1》 以 聚 茶 乙 烯 微量 滴定 板 作 载 体 ， 用 包 被 缓冲 液 稀释 待 测 抗 原 , 每 筷 加 入 0.2 毫 并 :在 4°C FE 
过 夜 。 

(2) 将 孔 内 抗原 液 倒 掉 ,用 pH7 .4，PBS-Tween20 (简称 PBS-T) 充满 各 孔 , 室 温 放 置 3 分 钟 后 倒 
掉 , 如 此 重复 3 次 , 甩 于 水 分 (以 下 简称 洗 3 x 3， 甩 开水 分 )。 

(3) 加 和 0.2 毫 升 用 PBS-T PERR RARE NPV 抗 血 请 ， 放 在 热 有 课 纱 布 的 带 盖 捷 次 & 
《以 下 简称 温 盒 ) 中 室温 结合 2 小 时 。 

(4) 洗 了 x3, 忆 干 水 分 。 

(5) 加 入 0.2 FFE PBS-T REE RTE lG 在 温 盒 中 室温 结合 3 小 时 。 

(6) 洗 3 x3, 甩 干 水 分 。 

(7》 加 入 9.2 毫升 新 鲜 配 制 的 酶 作用 底 物 一 邻 茶 二 胺 ,在 湿 盒 内 置 室温 15 一 30 分 钟 。 

(8) 每 孔 加 入 1 滴 3M, Naor 终止 反应 。 根 据 颜色 深浅 不 同 确定 其 滴 价 。 

每 次 试验 前 , 先 作 酶 标 抗体 活性 检查 : 即 在 酶 作用 底 物 中 加 入 少许 酶 标 抗体 出现 显 色 反应 阳性 者 
才能 作 正 式 试验 之 用 。 

2. ELISA 对 油 桐 尺 嵌 血细胞 培养 的 抗原 定位 ; 

(1) 培养 2 天 的 油 桐 尺 歇 幼 虫 单 展 血 细胞 经 油 桐 尺 晓 NPY 吸附 1 小 时 后 在 26% 中 继续 培养 了 天 ， 
tU HE 36 KF 0.02%EDTA 室温 消化 片刻 即将 细胞 轻 轻 豚 乔 成 均匀 的 基 流 , 滴 加 在 玻 片 上 ，, 待 其 自然 干 
燥 。 对 照 细 了 胞 除 不 经 病毒 吸附 外 ,处 理 同 上 。 

(2) Ê FE PBS 洗 3 次 ,空气 中 干燥 后 加 丙 毅 4C 下 固定 5 一 10 分 钟 。 

(3) 加 豚鼠 抗 油 桐 尺 嫌 NPV 血清 于 涂 片上 , 置 温 盒 于 37% 下 30-60 分钟, 用 PBS BE 3 Ke 

(4) 加 酶 标 兔 抗 豚鼠 lG, EWA 37°C, 30-60 分 钟 , PBS 洗 3 Ko 

(5) 加 入 底 物 3-3 二 氨基 联 苯胺 , 置 温 盒 中 10 一 20 Ff, PBS 洗 3 次 后 镜 检 。 

3. ELSA 检查 整体 感染 的 油 桐 尺 晓 幼 虫 

(1) MAREE NPV 感染 两 天 和 未 经 感染 的 正常 组 织 压 片 和 血液 涂 片 自然 干燥 后 ， E 4C 丙酮 中 
5 一 10 分 钟 。 

)2( 加 豚鼠 抗 铀 桐 尺 虹 NPV il FERPA Lo 37C 湿 盒 中 保温 30 一 60 分 钟 ， PBS 洗 3 Ke 

(3) 加 酶 标 免 抗 豚 瑟 رعه1‎ 置 37 C 湿 盒 中 30-60 分 钟 , PBS 洗 3 Ko 
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(4) 加 3-3 二 氨基 联 苯胺 作用 10-20 分 钟 ，PBS 洗涤 。 

(5) 苏 木 精 复 染 10 分 钟 水 洗 后 镜 检 。 

五 、 对 流 免疫 电泳 

用 pH8.8，0.02M 巴 比 妥 -甘氨酸 /Tris 组 冲 液 配制 0.8% 琼脂 糖 , 在 载 玻 片上 泌 制 凝 胶 板 , 抗体 
端 接 正 极 , 抗 原 端 接 负极 ,以 两 层 纱布 为 盐 桥 ,于 pH8.8，0.02M 巴 比 妥 - 甘 氮 酸 /Tris 缓冲 液 中 进行 电 
瀛 ;电流 2 一 3mA/CM, 泳 动 1 小 时 观察 沉淀 线 。 

核 型 多 角 体 病毒 的 电泳 技术 见 Harrap (1977) 及 Faulkner(1972)。 


结 果 


1. 用 过 碘 酸 钠 氧 化 法 标记 免 抗 豚鼠 IgG 抗体 在 聚 茶 乙 烯 微量 滴定 板 上 对 油 桐 尺 风 NPV KXR 
NPV 作 酶 联 免疫 吸附 试验 ,用 邻 茶 二 胺 作 酶 底 物 时 ， 呈 现 以 橙黄 色 为 阳性 的 反应 产物 。 用 3-3 二 氨基 
联 莱 胺 为 酶 底 物 对 培养 细胞 作用 时 出 现 棕 黄色 的 阳性 反应 , 与 阴性 反应 有 肉眼 可 见 的 明显 差别 。 酶 标 
结合 物 最 适 稀 释 度 经 方 阵 测定 以 1:100 最 为 理想 。 特 异性 第 一 抗体 的 最 适 稀 释 度 ; HHA RHE NPV 抗 血 
清 为 1: 500; 9222 NPV 抗 血 清 为 1:200。 

2.H HARI, XB NPV 的 原液 作 系 列 稀释 。 对 流 免 疫 电 泳 法 证 明 油 桐 尺 晓 NPYV 的 浓度 在 1:5; 
FRE NPV 的 浓度 在 1:4 以 内 可 出 现 阳 性 反应 。 超 过 此 稀释 度 即 不 出 现 沉淀 线 。 而 用 ELISA 测定 时 ， 油 
FRE NPV RHEE 1:800 出 现 阳性 反应 , 比 对 流 免 疫 电 泳 法 敏感 160 ff, XR NPV 稀释 至 1:1280 仍 
出 现 阳 性 反应 , 比 对 流 免疫 电泳 法 敏感 320 倍 ( 表 Do 


表 1 免疫 酶 法 与 对 流 免 疫 电泳 敏感 度 的 比较 * 











HHR NPV 稀释 度 1/50 ١1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 |1 /1600|1 /3200|1 /6400| 8 
























入 HERE NPV 抗 血 清 (1:500) | He | H+ | + 一 
5 XE NPV 稀释 度 1/40 | 1/80 |1/160| 1/320 | 1/640 |[1/1280|1/2560|1/5120| PBS 
法 *#R NPV iI (1:200) | ++ | عبد‎ - 
对 HARK NPV 7 RK | 1/2 | 1/3 | 1/4 | /5 

流 BHR NPV 抗 血 清 (1:4) + + 十 十 十 

3 XE NPV 7 原 泪 | 1/2 | 1.3 | 1/4 | 165 

法 ع2 ب‎ NPV 抗 血 清 《1:27 十 十 十 


* 免疫 酶 法 判定 无 色 或 浅黄 (一 )? 黄 色 ( 十 )? 杰 色 (++), 棍 红色 (+tt)。(tt) 者 为 阳性 > 以 下 同 


3.E RARE EN HEREKE NPV 中 , 一 份 加 入 相应 抗体 ， 另 一 份 用 正常 豚鼠 血清 代替 特异 
性 抗体 ( 表 2)， 结果 表明 : 与 相应 抗体 结合 的 包 被 抗原 孔 内 出 现 不 同 程度 的 显 色 反应 ; 加 入 正常 豚鼠 
血清 的 抗原 孔 内 则 出 现 一 致 的 极 微弱 的 浅黄 色 , 相 比 之 下 有 肉眼 可 见 的 明显 差别 ,表明 此 结合 物 有 较 强 
的 特异 性 。 

4. 用 免疫 酶 法 和 检查 被 油 桐 尺 凤 NPV 感染 的 人 工 培 养 油 柚 尺 钱 血 细胞 , 与 未 经 感染 的 该 种 细胞 分 别 
用 抗 油 桐 尺 晓 NPV 抗体 及 正常 豚鼠 血清 作用 ,再 用 酶 标记 的 免 抗 豚鼠 1G LE, 只 有 结合 抗 油 桐 尺 凤 


#2 免 疯 政法 对 油 拥 尺 怒 、 家 登 核 型 多 角 体 病毒 特异 性 试验 










BAREK NPV 稀释 度 
BHR NPV 抗 血 请 (1:5007 
正常 豚鼠 血清 《1:5007 
RXR NPV REK 
$ER NPV 抗 血清 《1:200) 
正常 豚鼠 血清 《1:2007 
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NPV 抗体 的 感染 细 殉 才 在 显微镜 下 显示 出 棕 神色 密集 颗 粒 。 而 末 经 感染 的 细胞 及 用 正常 豚鼠 血清 作 朋 
的 细胞 均 为 浅黄 色 阴 覆 反 应 。 证 明 用 酶 标记 和 兔 抗 豚鼠 IgG HE HARE NPV 有 较 强 的 专 一 性 ( 表 3, 图 
版 1:2). 


تا تا 2 7:32:81 21 312 12 114 ( 1318 1 ذا ”84 215 #3 








FE Ai‏ جل وله قف 13 1 80 18 RIE IE‏ كا نجل و( 14> 18 جل ران يع NPV‏ لف 11ر1 اخ 


Hal ARE NPV 抗 血 清 作 用 正常 豚鼠 簿 清 作用 ار‎ 15111 EK لتقلا شتافقنة‎ E RRR FE 4 3 


i 
ا‎ 


棕 神色 浅黄 色 浅黄 色 RÊ 
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[ 





5 .用 ELSA BERRA REE NPV 的 幼虫 ,在 一 些 组 织 中 有 与 油 桐 尺 凤 NPV 抗体 结合 后 再 与 底 物 
作用 产生 的 棕色 细胞 (图 版 1;3)。 未 经 感染 的 正常 油 桐 尺 嫌 幼虫 ,时 经 同样 处 理 , 细 胞 却 只 显示 苏 木 精 
染色 的 蓝 紫 色 ( 图 版 1:4)。 在 感染 的 油 桐 尺 歇 血 淋 巴 涂 片 中 可 以 观察 到 受 色 深 浅 不 一 的 棕色 细胞 有些 
细胞 在 核 区 域内 的 棕色 颗粒 更 为 密集 (图 版 1:5)。 
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